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論 文 内 容 要 旨
【は じめに】
プ ロスタ グラ ンジ ンは炭素数20の 不飽 和脂肪酸 よ り,cyclooxygenaseを介 して生合 成 され る生理 活
性 物質 の総称 であ る。 プ ロスタ グラ ンジ ンお よび プ ロス タグ ランジ ン誘導体 は1970年代 よ り薬剤 と
して利用 され てい るが,一 般的 にこれ らプ ロス タグラ ンジ ン製剤 の臨床 用量 は低 く,血 漿 中濃度 を測
定す るこ とが 困難 な場合 も多 い。 そのた め,プ ロス タグ ランジ ン製剤 の中には本 研究 において対 象 と
した リマ プ ロス ト(PGE且誘導体)やPGE、な ど,以 前 よ り広 く医療現 場で用 い られ てい た にも関わ ら
ず,薬 物動態 特性 が明 らかにな ってい ない薬剤 もあ る。 薬物動 態 が不明で あるこ とは,有 害事象 と薬
剤 の因果 関係 につい て十 分な考察 がで きない といった こ とや,用 法 の妥 当性 を説 明 できない な どの 問
題 に も繋 が る ことか ら望 ま しい状 況で はなか った。 そ こで本研 究で は,ヒ トにおけ る リマ プ ロス トお
よびPGE,の薬 物動態 を明 らかにす る 目的 で,こ れ らの ヒ ト血漿 中濃度 の高感度 測定法 を開発 した。 な
お,こ れまで もプ ロス タグランジン類の定量法は種 々の報告 がなされているが,radioimmunoassay(RIA),
enzymeimmunoassay(EIA)に代 表 され る免 疫 学 的手 法 は 特 異 性 が低 く,gaschromatography-tandem
massspectrometry(GC/MS/MS)に関 して は複 雑な誘 導体 化 が必 須 で ある とい う欠 点 が あった。Liquid
chromatography-tandemmassspectrometry(LCIMSIMS)は高い感度 と特異性 を有す る ことが特徴で あるが,
それ で も一般的なLCIMS/MS装置 では血漿 に含 まれ る内因性爽雑物 の影響 を除 くこ とができなか った。
そ のため,従 来の プ ロスタグ ランジ ン定量 法 よ りも特 異性 お よび 定量感度 が優 れ た二 次元LCIMSIMS
(2D-LCIMSIMS)を用いて血漿 中 リマ プ ロス トお よびPGE、の高感度定量法を開発 し,こ れ らの臨床薬
物動態試験に応用 した。
【要約】
1.2D-LCIMSIMSによる ヒ ト血漿 中 リマプ ロス トの高感度定量法の開発
リマ プ ロス トを原 薬 とす る リマ プ ロス トアル フ ァデ クス錠 の臨床用量 は5ま たは10μgと極 めて微 量
であるこ とか ら,こ れまで臨床用量 にお ける血漿 中 リマ プロス ト濃度 を測定す るこ とは不可能 であった。
そこで本研 究では,臨 床用量におけ る リマ プ ロス トの薬物 動態 を明 らか にす るこ とを 目的 とした血漿 中
リマプ ロス トの超 高感度定量法の開発 を行 った。 目標 定量感度 を0.100pg/mLとい う極 めて低濃度 に設
定 したが,こ れ によ り使用す る血漿 量が3mLと 多 くな った こ ともあ り,一 般 的なLCIMSIMS(ID-LCI
MS/MS)では内因性夾雑物 の影響 を除去す るこ とがで きず,目 標感度 を達成す るこ とはで きなか った。
そ こで,分 析 法の特異性 を高めるた め,2種 類 の逆相カ ラムか ら成 る2D-LCIMSIMSシステ ムを構築 し
た ところ,1D-LCIMSIMSと比較 して特 異性 が大 きく向上 し,目 標感度 である0」00pg/mLの濃度で もク
ロマ トグラム上 に明瞭 な ピー クを認 める ことができた。 次に,こ の定量法 につ いてバ リデーシ ョン試験
を実施 した ところ,O.100～10.Opg/mLの定量範囲 にお いて検量線 の直線性 と定 量値 の再現性 が認め ら
れた。 また,試 料 中の リマプ ロス ト安定性 も確 認できた ことか ら,こ の定量法 を用 いて臨床薬物動態試
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験 を実施することが可能であると考えられた。
2.健康成人男性 による リマ プ ロス トアル ファデ クス錠 の臨床薬物動態試験
日本 人の健康成 人男性 に,リ マ プ ロス ト アル フ ァデ クス錠 を1錠(リ マ プ ロス トと して5μ9)あ る
い は2錠(同10μ9)を 食後 単回経 口投与 し,そ の後経時的 に採血 を実施 した。前項で開発 した2D-LC/
MS/MSでリマプ ロス トの血漿 中濃度を定量 し,薬 物動態解析 を実施 した。
そ の結果,低 用量 であ る5μ9投 与群 におい て も消失相 まで血 漿 中 リマプ ロス トを定量 す る ことがで
き,2D-LCIMSIMSを利 用 した本 定量法 は十 分な感度 を有 してい る こ とが示 された。 なお,5μg投 与で
のCmaxは1.02pg/mL,tmaxは1.0時間,AUC。.。。は1.71pg・h/mL,tl2は0.82時間であ り,5μgと10ptg投
与群 の間には薬物動態 の線形性 が認 められた。
3.耐湿性を向上させた新製剤と標準製剤によるリマプロス トアルファデクス錠の生物学的同等性試験
従来 の リマ プ ロス ト アル ファデ クス錠 は室温保存 におい て安 定 であ るものの,耐 湿性 にやや 問題 が
あった。そこで耐湿性 を改善 した新 しい処方 の製剤 を開発 し,こ れ を従 来の製剤か ら置 き換 えるべ く,
両製剤 間の生物学 的同等性試験(BE試 験)を 実施 した。BE試 験 を実施 す るにあた り,ま ず は ヒ ト血漿
中 リマ プ ロス トの定量法 の改善 を行い,定 量下 限濃度 はO.100pg/mLで変 更のないまま使用す る血漿量
を3mLか ら2mLに 減量 し,さ らに1検 体 あた りの分析時間を50分 か ら35分に短縮 した。
BE試験のデザイ ンは当初40例 の被験者 による二剤二期 のク ロスオー バー試験 とし,空 腹 時に リマプ
ロス ト アル ファデクス錠1錠 を単回経 口投 与 した時の薬物動態 パ ラメー タを算出 して二製剤 の生物 学的
同等性 を検証 した。 しか し,この例数では同等性 を示す こ とができなかった ことか ら,更に80例 を追加 し,
総例数120例で検 証 した ところ,標 準製剤 と耐 湿性 を改善 した新製剤 の 同等性が示 された。 この結果 に
よ り,実 際の医療 現場で は従来の製剤 か ら耐湿性 に優れ た新製剤 に変更す るこ とが可能 となった。
4.二次元LC/MS/MSを応用 した ヒ ト血漿 中PGE,PGFお よびそ の代謝物 の定量法の開発
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ジノプ ロス トン ベ ー タデ クス錠(PGE,製剤)は1970年代 か ら陣痛誘発 剤 として 広 く用 い られ てい
る薬剤 で あるが,ジ ノプ ロス トン ベ ー タデ クス錠 を経 口投与 した ときのPGE。の薬物動 態 の報 告例 は
ない。そ こで,ジ ノプ ロス トン ベ ータデ クス錠 の臨床 薬物動態試 験の実施 を前提 に,ヒ ト血漿 中PGE,
の定量法 の開発 を行 った。 なお,PGE、の代 謝物 として13,14-dihydro-15-ketoPGE,(E,-M)および13
14-dihyd「o-15-ketoPGF2、(F2。-M)が知 られ て い る こ とか ら・ これ にF2,,-Mの前駆 体 で あ るPGF2aと
PGE2を合わせた4種 につい て血漿中濃度 の定量 法 を開発す るこ とに した。
これ らPGsの定量法の開発 を行 うにあた り,目 標感度 としては少 な く とも血漿中の内因性 濃度 が定量
可能で あるこ とに した が,血 漿 中PGs濃度は非常 に低濃度 である ことが知 られている ことか ら,選 択性
お よび感度面 で優れ,リ マ プ ロス トの高感度 定量法 で実績 のある2D-LC/MSIMSシステム を応用す る こ
とに した・2D-LC/MSIMSによる定量法 の検討 を行 った結 果,PGE,,PGF,ttおよびF2。-Mの同時定量法
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と,E,-Mの定量法の二種の方法 を開発 した。 それぞれの定量法についてバ リデー シ ョンを実施 した とこ
ろ,定 量下限濃度 はPGE、が0500P9/mL,それ以外 のPGに つい ては2・50P9/mLに設定 された・次に開
発 した定量法 を用 いて これ らの内因性濃度 を定量 した ところ,PGE2は0.755pg/1nL,PGF2、は5.70pg/mL
E2-Mは7.1gP9/mL,F2.一一Mは9・48P9/mLであ り・いずれの内因性濃度 を定量 できる十 分な感度 と選択性
を有 していた。
5.健'人 女性 おけるジノプロス トン ベー タデ クス錠の臨 ・'動 態試験
ジノプ ロス トン ベー タデ クス錠1錠(PGE、として500μg)を日本人の健康成 人女性 に空腹 時単回経
口投与 した時 の血 漿 中PGE2,PGF2。,E2-・MおよびF2。-Mの薬 物動態 を明 らかに した。 これ らはいずれ
も内 因性物質で あ り,血 漿 中濃度 の個体 内変動が懸念 され た こ とか ら,臨 床試験 は試験薬 投与期 と非投
与期 の二期 で採血 を行 うク ロスオーバ ー法で実施 した。臨床 薬物動態試験 で得 られ た血漿 中プロス タグ
ランジン濃度 を定量 した結果,PGE、お よびPGF2.はジノプ ロス トン ベー タデ クス錠の投与 によ る明確
な血漿中濃度 の上昇 は認 め られず,試 験薬投与期 と非投与期 でほぼ同様 の推移 を示 した。一方,E2-Mお
よびF-Mは ジノプ ロス トン ベー タデ クス錠 の投与 による血漿 中濃度 の上昇が認 め られ,Cは 投与前
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と比較 してそれぞれ約300倍および約7倍 の濃度 を示 した・なお,E2-MのCmaxはPGE、お よびPGF2、と
比較 してそれ ぞれ約1400倍お よび約280倍の濃度であった。
次 に,ジ ノプ ロス トン ベー タデ クス錠 の投与に よ り顕著 な血漿 中濃度 の上昇 が認 め られ たE,-Mお
よびF2。-Mについ て受容体発現細胞 を用 いたシ グナル 実験(invitro)および妊娠 ラ ッ トを用いた子宮収
縮実験(invivo)を実施 し,薬 理作用 の有無 を検討 した。その結果,iilviti'O試験で は,E2-MはPGE2よ
りも弱 いものの(約1/80),hEP3受容体 への アゴニ ス ト作用(子 宮収縮f乍用)を 有す る ことが示 されtc.。
また,invil・O試験 では妊娠 ラ ッ トにE,-Mを静脈 内投与 し,そ の子宮収縮 効果 を確認 した ところ,E2-M
は30～300μg/kgの用量範 囲で用量依存 的な子宮収縮作用 を示 し,300μg/kgではPGE、30μg/kgと同等
の子宮収縮作用 を認めた。一方,F2。-Mはinvitro,invivoともに薬理浩 性を示す よ うな結果 は得 られ なか っ
た。
以 上の 血漿 中濃 度 と薬 理作 用の結 果 よ り,ジ ノプ ロス トン ベ ー タデ クス錠 に よ る陣痛促進 作用 は
PGEzその ものに よるものではな く,代 謝物 として生成す るE,-Mが活性本体 と して作用 してい る可能性
が示唆 された。
【結論】
本研 究で開発 した2D-LC/MSIMSによる ヒ ト血漿 中プ ロス タグランジン類 の定量 法は極 めて高い感度
と特 異性 を有 してお り,こ れ らを用 い るこ とによ り臨床用量 における リマプ ロス トお よびプ ロス タグラ
ンジンの薬物動態 を明 らかにす るこ とができた。
これまでの ところ,本 研究 のよ うに2D-LCIMSIMSが低 分子の定量 を 目的 として用 い られ るこ とは極
めて少な く,そ の報告例 も限 られてい る。 しか し,最 近 の医薬 品候補 化合物において は,特 異体質性肝
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障害 な ど動物 の結果 か らは想定で きない副作用 の発 現 を阻止 す るこ とを 目指 し,化 合 物の薬理活性 を強
くし,投 与量 を少 な くす るこ とが一般的 な考 え方 とな って きてい る。 これ に伴 い,今 後の医薬品候補化
合物 の血漿 中の薬物濃 度 も以前 と比較 して低 下 してい くと考 え られ るこ とか ら,こ れ まで以 上に高感度
の定量法 が求め られ る こ とにな る。 この よ うな場合 にお いて,2D-LCIMSIMSによる高感 度定量法 は極
めて効果的な手法 にな ると考え られ る。 また,薬 物動態 を 目的 とす るだ けではな く,プ ロスタ グランジ
ンを始め類縁体 が生体内 に多量存在 し,通 常のLCIMSIMSでは互い の分離定量 が困難 な内因性物質 をバ
イオマーカー として定量す る際 にも,2D-LCIMSIMSは有用 である と考 えられ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
プ ロスタグ ランジンお よびその誘導体 は臨床 で広 く用い られ てい るが,一 般 的に これ らプ ロスタグラ
ンジン製剤 の臨床 用量 は低 く,血 漿 中濃度 を測定す る ことが困難 なた め,薬 物動 態特性が十分 には明 ら
かになってい ない。そ こで本研究 で は,ヒ トにお ける リマ プ ロス ト(PGE、誘導体)お よびPGE,の薬物
動態 を明 らかにす る 目的で,こ れ らの ヒ ト血漿 中濃 度の高感 度測 定法 を開発 した。すなわ ち,従 来 のプ
ロスタグランジン定量法 よ りも特異性 お よび定量感度 が優れ た二次元LCIMSIMS(2D-LC/MSIMS)を用
いて血漿 中 リマ プ ロス トお よびPGE2の高感度定量 法を開発 し,臨 床薬物 動態 試験 に応用 した。は じめ
に,臨 床用量 にお ける リマプ ロス トの薬物動態 を明 らか にす る ことを 目的 として,血 漿 中 リマ プ ロス ト
の超高感度定 量法(0」pg/mlが測定 可能)の 開発 を行 った。 分析法 の特 異性 を高 めるため,2種 類の逆
相 カ ラムか ら成 る2D-LCIMSIMSシステム を構築 した ところ,ID-LC/MSIMSと比較 して特異性 が大 き
く向上 し,目標感 度であるO.1pg/mLの濃度 で もク ロマ トグラム上に明瞭な ピー クを認 めることができた。
この定量法 を用 いて臨床 薬物動態 試験 を実施 した。す なわ ち,日 本人 の健康成人 男性に,リ マ プ ロス ト
アル ファデクス錠を1錠(リ マ プロス トとして5μg)あるい は2錠(同10μg)を 食後 単回経 口投与 し,
そ の後経時的に採血 を実施 した。その結果,低 用量 である5μg投 与群 にお いて も消失相 まで血漿 中 リマ
プ ロス トを定 量す る ことがで き,2D-LCIMSIMSを利 用 した本定 量法は十分 な感度 を有 してい るこ とが
示 された。一方,従 来の リマプ ロス ト アル ファデ クス錠 は室温保存 において安定で ある ものの,耐 湿性
にやや問題が あった。 そこで耐湿性 を改善 した新 しい製剤 を開発 し,従 来 の製剤 との生物学的 同等性試
験(BE試 験)を 行 った。 その結果,標 準製 剤 と耐湿性 を改善 した新製剤 の 同等性 が示 され た。 ヒ ト血
漿 中PGE2,PGFz.およびそ の代謝 物(13,14-dihydro-15-ketoPGE,:E三一Mお よび13,14-dihydro-15-keto
PGF2。:F2。-M)につ いて,2D-LCIMSIMSによる定量 法 を開発 し・それ を用 いて これ らの内因性 濃度 を
定量 した ところ,い ずれ の内因性 濃度 をも定量 できる十分 な感度 と選択性 を有 していた。更 に,ジ ノプ
ロス トン ベ ー タデ クス錠1錠(PGE 、と して500μg)を日本 人の健康成人女性 に空腹時単 回経 口投与 し
た時 の血漿 中PGE,,PGF2。,E2-MおよびF2,,-Mの薬物動態 を検討 した・ その結 果・E2-MおよびF2。-M
は血漿 中濃度 の上昇が認 め られ,Cm。xはそれぞれ約300倍お よび約7倍 の濃度 を示 した。 した がって,
ジノプ ロス トン ベー タデ クス錠 による陣痛 促進作用 はPGE,その ものによるものではな く,代 謝物 とし
て生成す るE2-Mが浩 性本体 として作用 してい る可能性 が示唆 された.
以上 の よ うに,本 研 究は,2D-LCIMSIMSを用 いて ヒ ト血漿 中 リマプ ロス トお よび プ ロスタ グランジ
ンの高感度定量 法を開発 し,臨 床用 量 にお ける リマ プ ロス トおよびプ ロスタグラ ンジ ンの薬物動態 を明
らかに した有意義な ものである。
したが って,本 論文は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認める。
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